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Abstract - Introduction. Chronic ethanol intake may cause many negative health consequences. Oxida-
tive stress is associated with the imbalance between intracellular production of reactive oxygen species
and their elimination by the biological system.

The aim of the presented study was to examine the influence of ethanol intake on chosen antioxidative
parameters in liver homogenates of young male Wistar rats, which served as an animal model of alcohol
drinking among adolescents.

Material and method. The object of the study were 25 young Wistar male rats. The animals were divided
into 4 groups: 2 experimental groups (E2 and E6) and 2 control groups (C2 and C6). The intake of the
experimental groups was a 10% ethanol solution since the 30th day of life, during 2 and 6 weeks periods
respectively. The control groups were drinking water ad libitum. Experimental groups were drinking
only alcohol during the dark cycle, and during the day, also water ad libitum. After a period of 2 and
6 weeks the rats were anesthetized and their livers were collected. The activity of glutathione reductase
(GR) and the level of total antioxidant status (TAS) in the liver homogenates were determined spectro-
photometrically using test kits.

Results. During two weeks of experiment the average daily ethanol intake was 6 + 1 g/kg body weight,
whereas in animals receiving 10% ethanol solution for six weeks, average daily ethanol intake was 5 +1 g/kg
of body weight. The statistical analysis revealed no significant effect of 2 and 6 weeks of ethanol con-
sumption on TAS concentration in the liver of the rats. Simultaneously, a significant decrease of GR
activity after 2 weeks, but not after 6 weeks, of 10% ethanol solution intake and no change in activity
after 6 weeks was observed. Over a shorter period of alcohol consumption the antioxidant defense
mechanisms in the liver were disturbed.

Key words: ethanol, reactive oxygen species (ROS), total antioxidant status (TAS),
glutathione reductase (GR), Wistar rats

Streszczenie - Wprowadzenie. Dlugotrwale spozywanie nadmiernych ilosci alkoholu prowadzi do
wystepowania szeregu niekorzystnych efektow zdrowotnych. Metabolizm etanolu zakldca obrone anty-
oksydacyjna w organizmie m.in. poprzez wzmozong produkecje reaktywnych form tlenu (RFT). Stres
oksydacyjny jest zwigzany z zaburzeniem réwnowagi miedzy produkeja i aktywnoscia reaktywnych form
tlenu a mechanizmami obronnymi organizmu odpowiedzialnymi za ich eliminacje.

Badania finansowane w ramach projektu badawczego MNiSW nr N N 312 158334
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Celem pracy bylo okreslenie wplywu spozywania alkoholu etylowego na poziom wybranych parametréw
obrony antyoksydacyjnej w watrobie mtodych samcédw Wistar, ktére byty modelem spozywania alkoholu
przez dorastajacg mlodziez.

Materiat i metoda. Badanie przeprowadzono na 25 mtodych samcach szczuréw Wistar, ktére podzielono
na 4 grupy: 2 grupy badawcze (E2 i E6) i 2 grupy kontrolne (K2 i K6). Szczury z grup badawczych od
30. dnia zycia spozywaly w fazie nocnej przez 2 lub 6 tygodni 10% roztwor alkoholu etylowego w fazie
nocnej, natomiast w ciaggu dnia otrzymywaly w drugim poidetku wode ad libitum. Po 2 lub 6 tygodniach
dos$wiadczenia szczury usypiano i w narkozie pobierano watroby. Aktywno$¢ reduktazy glutationowej
(GR) i poziom catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego (TAS) w homogenatach watroby oznaczono
spektrofotometrycznie przy uzyciu gotowych zestawow testowych.

Wyniki. W czasie dwdch tygodni trwania do§wiadczenia §rednie dzienne spozycie etanolu w przelicze-
niu na kg masy ciala wyniosto 6 + 1 g, natomiast u zwierzat, ktérym podawano 10% roztwér alkoholu
etylowego przez sze$¢ tygodni dobowe spozycie etanolu wyniosto srednio 5 + 1 g/kg masy ciata. Analiza
statystyczna nie wykazata istotnego wplywu spozywania alkoholu etylowego przez 2 lub 6 tygodni na
poziom catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego w watrobie, stwierdzono natomiast istotne obnizenie
aktywnosci reduktazy glutationowej po 2-tygodniowym, ale nie 6-tygodniowym, okresie spozywania
10% roztworu etanolu, co $wiadczy o zachwianiu mechanizméw obrony antyoksydacyjnej tego narzadu.

Stowa kluczowe: etanol, reaktywne formy tlenu (RFT), catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAS),
reduktaza glutationowa (GR), szczury Wistar

WPROWADZENIE

Produktami niepelnej redukeji tlenu w organizmie s3 reaktywne formy tlenu
(RFT) bedace jonami lub czasteczkami neutralnymi, a takze wolnymi rodnikami
tlenowymi. Te ostatnie sg formami wysoko reaktywnymi — charakteryzujg si¢ nie-
stabilng strukturg molekularng, przez co daza do polaczenia z innymi czasteczkami,
atomami lub pojedynczymi elektronami w celu utworzenia zwigzku stabilnego (1).
Wchodzga w reakcje z lipidami, biatkami, kwasami nukleinowymi i weglowodanami
obecnymi w komorkach, tworzgc w ten sposdb kolejne produkty wolnorodnikowe (2,
3). Nadmierne ilo$ci RFT wywolujg zmiany struktury oraz zaburzenia w funkcjono-
waniu bialek, kwaséw nukleinowych i ttuszczdw, co moze prowadzi¢ do uszkodzenia
bton komoérkowych i stymulowa¢ procesy apoptozy (2).

Stres oksydacyjny jest zwigzany z zaburzeniem réwnowagi miedzy wytwarzaniem
i aktywnoscig reaktywnych form tlenu a mechanizmami obronnymi organizmu odpo-
wiedzialnymi za ich eliminacje (4). Odgrywa on znaczacg role w powstawaniu wielu
schorzen, takich jak miazdzyca, cukrzyca, reumatoidalne zapalenie stawéw, nowo-
twory, a takze choroby osrodkowego uktadu nerwowego i ukladu pokarmowego (2).

RFT biora udzial w wielu procesach metabolicznych, dlatego komorki rozwinety
odpowiednie mechanizmy obronne w celu zapobiegania nadprodukcji RFT lub ich
eliminowania. W prawidtowych warunkach nadmiar reaktywnych form tlenu jest
usuwany, a uszkodzenia, dzigki skutecznemu dziataniu enzymatycznych i nieenzyma-
tycznych zwigzkow przeciwutleniajacych, sa naprawiane. Ochrone przed szkodliwym
dziataniem wolnych rodnikéw stanowig mechanizmy o charakterze enzymatycznym,
czyli enzymy komorkowe, ktére uczestnicza w eliminacji wolnych rodnikéw tleno-
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wych m.in. dysmutaza ponadtlenkowa (SOD), peroksydaza glutationowa (GPx),
katalaza, transferaza glutationowa (GST) oraz reduktaza glutationowa (GR), a takze
mechanizmy nieenzymatyczne, ktére obejmuja dzialanie antyoksydantéw pochodze-
nia egzo- i endogennego (5, 6).

Jednym z czynnikéw indukujacych wytwarzanie reaktywnych form tlenu jest
alkohol etylowy, ktorego szkodliwy wplyw na organizm zalezy, migdzy innymi, od
wywolanego stresu oksydacyjnego (7). Liczne prace potwierdzajg, Ze narazenie na
alkohol indukuje wzrost produkcji RFT (8, 9, 10, 11), a narzgdem szczegélnie nara-
zonym na dzialanie reaktywnych form tlenu powstajacych w czasie metabolizmu
etanolu jest watroba, w ktdrej ten metabolizm zachodzi (12).

Napoje alkoholowe s3 obecnie najpowszechniej stosowana uzywka wsréd mto-
dziezy. Swiatowa Organizacja Zdrowia podaje, ze spozywanie alkoholu przez mto-
dziez bezposrednio zagraza rozwojowi fizycznemu i zdrowiu tej czesci populacji (13).
Konsekwencje nadmiernego spozywania alkoholu u 0s6b w okresie wzrostu moga by¢
bardziej dotkliwe niz u 0s6b dorostych, gdyz mtody organizm jest bardziej wrazliwy
na toksyczne dzialanie etanolu i jego metabolitow.

Celem pracy bylo okreslenie wpltywu spozywania alkoholu etylowego na poziom
catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego oraz aktywnos¢ reduktazy glutationowej
w watrobie mlodych samcéw Wistar, ktore stanowily model spozywania alkoholu
przez dorastajaca mlodziez.

MATERIAL I METODY

Badanie przeprowadzono na 25 miodych samcach szczuréw Wistar outbread
Cmd: (WI)WU o poczatkowej masie ciala 94+2g. Zwierzeta, po tygodniowym
okresie adaptacyjnym, podzielono na 4 grupy: 2 grupy badawcze (E2, n=6 i E6,
n=7)i2 grupy kontrolne (K2, n=6i K6, n=6). Szczury z grup badawczych przez
2 (E2) lub 6 (E6) tygodni spozywaly w fazie nocnej 10% roztwér alkoholu etylowego,
natomiast w ciggu dnia otrzymywaly w drugim poidetku wode ad libitum. Samce
z grup kontrolnych otrzymywaly wylacznie wodg ad libitum. Wszystkie zwierzeta
karmiono ad libitum pasza Labofeed H. Zwierzeta byly trzymane w pojedynczych
polipropylenowych klatkach w pomieszczeniu o standardowych warunkach: tempe-
ratura (23 + 2°C), wilgotnos¢ powietrza (50-60%), cykl swietlny 12:12 (8:00-20:00,
faza jasna). Spozycie alkoholu etylowego oraz wody byto kontrolowane codziennie,
raz w tygodniu kontrolowano przyrosty masy ciata.

Po zakonczeniu poszczegélnych etapéw doswiadczenia (2 i 6 tygodni) szczury
usypiano przez dootrzewnowe podanie tiopentalu w dawce 120 mg/kg masy ciala.
W narkozie pobrano krew z lewej komory serca, a po skrwawieniu zwierzecia
pobrano watrobe, ktéra po optukaniu w plynie fizjologicznym, zamrozono w cie-
ktym azocie i do momentu rozpoczecia oznaczen przechowywano w temperaturze
-80°C. Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode III Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie.
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Aktywnos¢ reduktazy glutationowej (GR) oraz poziom catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego (TAS) w homogenatach watroby oznaczono za pomocg gotowych
zestawow firmy RANDOX (nr kat. NX 2332 oraz GR 2368), postepujac zgodnie
z instrukeja producenta.

Wyniki TAS podano w mmol, a aktywno$¢ GR wyrazono w mU w przeliczeniu na
mg biatka oznaczonego w homogenatach watroby metodg Bradtforda (14) z wyko-
rzystaniem bialka wzorcowego BSA (Bovine Serum Albumin) jako standardu. Wyniki
przedstawiono podajac wartosci $rednie wraz z odchyleniem standardowym. Ana-
lize statystyczna, po sprawdzeniu normalnosci rozkladu, przeprowadzono z wyko-
rzystaniem testu t-Studenta, dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA, w ktorej
badanymi czynnikami bylo picie alkoholu oraz czas trwania doswiadczenia, a takze
testu najmniejszych istotnych réznic (NIR) Fishera. Za istotne statystycznie uznano
wyniki, dla ktérych warto$¢ p <0,05. Analiza statystyczna zostala wykonana przy
zastosowaniu programu Statistica wersja 8.0 (Statsoft).

WYNIKI

Analiza statystyczna nie wykazala istotnych réznic w §rednim, dobowym spozy-
ciu czystego etanolu w przeliczeniu na kg masy ciala (test t-Studenta, NS). Srednie
dzienne spozycie czystego etanolu w przeliczeniu na kg masy ciala w obu grupach
eksperymentalnych bylo podobne (patrz rys. 1). W czasie dwoch tygodni trwania
doswiadczenia $rednie spozycie etanolu przez jedno zwierze w ciaggu doby w prze-
liczeniu na mase ciala wyniosto 6 + 1 g. U zwierzat, ktérym podawano 10% roztwdr
etanolu przez okres szesciu tygodni dobowe spozycie roztworu alkoholu z uwzgled-
nieniem masy ciafa bylo nieco nizsze (5 + 1 g etanolu/kg masy ciata/dobe).

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazala istotnego wplywu picia alkoholu
oraz czasu z uwzglednieniem 1 oraz 2 tygodni trwania eksperymentu na przyrosty
masy ciala szczuréw z grupy E2 i K2 (ANOVA, NS). Ponadto nie obserwowano
wplywu interakcji tych dwdch czynnikéw na badany parametr. Catkowity przyrost
masy ciala w grupie E2 wynosit 120+ 17 g, a w grupie K2 123 £ 11 g, a tempo przy-
rostu masy ciata zwierzat w grupie kontrolnej i eksperymentalnej po 2 tygodniach
bylo podobne. Jednocze$nie dwuczynnikowa analiza wariancji wykazata wysoce
istotny wplyw picia alkoholu (ANOVA, F( Lo1) = 18,15, p =0,0000) oraz czasu trwania
doswiadczenia z uwzglednieniem 1, 2, 3, 4, 5 oraz 6 tygodni eksperymentu (ANOVA,
F(,,,) =277,15, p=0,0000) na przyrosty masy ciala szczuréw z grupy E6 i K6. Nie
wykazano wplywu interakeji tych dwoch czynnikéw na badany parametr. W przy-
padku zwierzat, ktore byly narazone na dzialanie alkoholu przez 6 tygodni, przyrosty
ich masy ciata w stosunku do zwierzat kontrolnych przez pierwsze 2 tygodnie trwania
doswiadczenia byty zblizone, ale od czwartego tygodnia réznice w tym parametrze
miedzy grupa E6 a K6 byly juz istotne statystycznie, z nizszymi warto$ciami w grupie
otrzymujacej etanol. Po 4., 5. oraz 6. tygodniach trwania doswiadczenia przyrosty
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test t-Studenta: E2 vs E6, NS

E2 — szczury spozywajgce 10% roztwor etanolu przez 2 tygodnie
rats drinking 10% of ethanol solution during 2 weeks

E6 — szczury spozywajace 10% roztwor etanolu przez 6 tygodni
rats drinking 10% ethanol solution during 6 weeks

NS — nieistotne statystycznie statistically insignificant

Rysunek 1.
Spozycie etanolu (g EtOH/kg mc/d) ($rednia + SD)
Ethanol intake (g EtOH/kg bw/24 h) (mean + SD)
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test NIR Fishera K6 vs E6 * p=0,0104; **p=0,0061; ***p=0,0019

E6 — szczury spozywajgce 10% roztwor etanolu przez 6 tygodni
rats drinking 10% ethanol solution during 6 weeks

K6 — grupa kontrolna 6 tygodni control group 6 weeks

Rysunek 2.
Przyrost masy ciata szczuréw w ciggu 6 tygodni ekspozycji na alkohol (g) ($rednia + SD)
Changes in rats body weight gain during 6 weeks alcohol consumption (g) (mean + SD)

masy ciala samcodw spozywajacych roztwor alkoholu etylowego w stosunku do grupy
kontrolnej byly istotnie nizsze (test NIR Fishera, odpowiednio p =0,0104; p = 0,0061;
p=0,0019) (patrz rys. 2).
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ANOVA: NS

E2 — szczury spozywajace 10% roztwoér etanolu przez 2 tygodnie
rats drinking 10% ethanol solution during 2 weeks

E6 — szczury spozywajgce 10% roztwor etanolu przez 6 tygodni
rats drinking 10% ethanol solution during 6 weeks

K2 - grupa kontrolna 2 tygodnie control group 2 weeks

K6 — grupa kontrolna 6 tygodni control group 6 weeks

NS - nieistotne statystycznie statistically insignificant

Rysunek 3.
Catkowity potencjat antyoksydacyjny (TAS) w watrobie szczuréw ($rednia + SD)
Total antioxidant status (TAS) in liver of rats (mean + SD)

Dwuczynnikowa analiza wariancji nie wykazala istotnego wplywu spozywania
alkoholu oraz czasu trwania doswiadczenia na poziom TAS w watrobie szczuréw
(ANOVA, NS) (patrz rys. 3).

Dwuczynnikowa analiza wariancji wykazala istotny wpltyw spozywania alkoholu
(ANOVA, F(ul) =9,5591, p=0,0055) oraz czasu trwania eksperymentu (ANOVA,
F(,)=5,3499, p=0,0309) na aktywno$¢ GR. Natomiast nie stwierdzono wptywu
interakcji tych dwdch czynnikéw na badany parametr. Wykazano istotne obnizenie
aktywnosci GR w grupie E2 w stosunku do grupy K2 (test NIR Fishera, p =0,0158).
Nalezy doda¢, ze stwierdzono réwniez zmiany aktywnosci tego enzymu w grupach
kontrolnych, istotnie nizsza aktywnos¢ w grupie K6 w poréwnaniu do grupy K2
(test NIR Fishera, p=0,0495), ale w obu przypadkach byly to wartosci wyzsze od
obserwowanych w obu grupach eksperymentalnych (patrz rys. 4).

DYSKUSJA

Poréwnywanie uzyskanych wynikéw z wynikami innych badaczy jest trudne
z uwagi na odmienne warunki prowadzenia doswiadczen in vivo. Przede wszystkim
dotyczy to narazenia na dzialanie alkoholu, ktéry moze by¢ podawany dozotadkowo
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rats drinking 10% ethanol solution during 2 weeks
E6 — szczury spozywajace 10% roztwoér etanolu przez 6 tygodni
rats drinking 10% ethanol solution during 6 weeks
K2 — grupa kontrolna 2 tygodnie control group 2 weeks
K6 — grupa kontrolna 6 tygodni control group 6 weeks
Rysunek 4.

Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GR) w watrobie szczuréw ($rednia + SD)
Glutathione reductase (GR) activity in liver of rats (mean + SD)

poprzez sonde (7) lub per os (15), a takze czasu narazenia na alkohol - krétkiego (7)
lub dtugotrwalego (15, 16).

Poréwnanie krzywych ilustrujacych dynamike przyrostu masy ciala zwierzat
z grupy spozywajacej 10% roztwor etanolu przez szes¢ tygodni i samcoéw z grupy
kontrolnej sugeruje, ze przewlekle spozywanie alkoholu etylowego przez zwierzeta
dojrzewajace ogranicza przyrost ich masy ciala. Mozliwe, ze gdyby ekspozycja na
roztwdr etanolu trwala dluzej, to roznice te bylyby jeszcze wigksze. Chauhan i wsp.
(15) w swoim badaniu wykazali takze, Ze podawanie 30% roztworu alkoholu ety-
lowego (w dawce 1 ml/kg masy ciala) przez 40 dni istotnie obnizyto przyrost masy
ciala szczuréw w poréwnaniu ze zwierzetami z grupy kontrolnej. Nalezy podkre-
§li¢, ze u szczuréw jednorazowe, doustne podanie 1 ml 50% alkoholu etylowego
wywoluje ostre uszkodzenie blony §luzowej zZotadka (17), a zwierzecy model niezytu
zoladka spowodowanego przewlektym spozywaniem alkoholu etylowego Hernandez-
-Rincon i wsp. uzyskali poprzez dozotadkowe podawanie szczurom 1 ml 50% roz-
tworu etanolu przez kilka dni (18). Mozna zatem podejrzewac, ze we wspomnianym
juz badaniu Chauhan i wsp. (15) ekspozycja zwierzat na 30% roztwor etanolu przez
ponad miesiac moglta spowodowaé powazne uszkodzenia btony $luzowej zotadka
powodujac ograniczony przyrost masy ciala. Wedlug Lieber (19) ekspozycja na etanol
zaburza przyrost masy ciata poprzez niekorzystny wplyw alkoholu m.in. na trawienie,
wchlanianie, transport oraz wykorzystanie niezbednych skladnikéw odzywczych.
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Spozywanie etanolu powoduje uszkodzenie nablonka jelita, co zakldca transport
substancji odzywczych do krwi i uposledza wchtanianie skfadnikéw pokarmowych
(20). Nadmierne spozywanie alkoholu moze takze ogranicza¢ wykorzystanie skfad-
nikéw pokarmowych m.in. poprzez oddzialywanie na magazynowanie i usuwanie
ich z organizmu (21). Poniewaz w badaniu wlasnym zwierzeta spozywaly alkohol
w warunkach wolnego wyboru, a wigc nie byla to sytuacja stresowa, nalezy przypusz-
czaé, ze zahamowanie wzrostu wynikalo raczej z wpltywu alkoholu na wspomniane
wyzej funkcje przewodu pokarmowego, a nie z mechanicznego uszkodzenia jego $cian.

Calkowity potencjal antyoksydacyjny (TAS) jest wskaznikiem zdolnosci obrony
organizmu przed potencjalnym atakiem wolnych rodnikéw. Obejmuje on zaréwno
enzymy antyoksydacyjne (m.in: dysmutazy ponadtlenkowe, peroksydaze glutatio-
nowsy, selenoproteiny, katalaze, ligaze y-glutamylo-cysteinylows, glutation, syntetaze
glutationowa, reduktaze glutationows, S-transferaze glutationowa), jak i drobno-
czasteczkowe antyoksydanty, np. witaminy o dzialaniu antyoksydacyjnym (wita-
miny A, CiE) (22).

W badaniu wlasnym nie wykazano istotnego statystycznie wplywu spozywania
10% roztworu alkoholu etylowego na poziom TAS w watrobie szczuréw. Brak roz-
nic w poziomie TAS po dwéch tygodniach doswiadczenia moze by¢ spowodowany
zbyt krétkim okresem narazenia zwierzat na roztwoér etanolu. Mozliwe, ze w tak
krotkim czasie nie dochodzi jeszcze do ogélnego zmniejszenia poziomu antyoksy-
dantéw w organizmie lub na skutek zmniejszenia stezenia jednych przeciwutleniaczy
wzrasta poziom innych, co skutkuje brakiem zmian w poziomie catkowitego statusu
antyoksydacyjnego. Rowniez w innym doswiadczeniu przeprowadzonym na mlo-
dych samcach szczepu Wistar nie zaobserwowano zmian w poziomie TAS w osoczu
zwierzat spozywajacych przez 2 oraz 6 tygodni 10% roztwor etanolu w stosunku do
grup kontrolnych (23). Lutnicki i wsp. (7) zaobserwowali jednak istotne obnizenie
poziomu TAS w osoczu szczuréw szczepu Wistar po 12. i 24. godzinach od jedno-
razowego podania sonda dozotadkowa 50% roztworu etanolu w ilosci 5 ml/kg masy
ciala, w poréwnaniu z grupg kontrolng, a obnizenie poziomu TAS nasilalo sie w cza-
sie, czemu towarzyszyl spadek aktywnosci GPx. Autorzy tych badan, podobnie jak
Das i wsp. (24), tacza obnizony poziom GPx z dostepnoscig glutationu, ktérego ilos¢
zmniejsza si¢ po spozyciu alkoholu. Nalezy podkresli¢, ze 50% alkohol byt aplikowany
bezposrednio do zotadka, a jak juz wczesniej wspomniano, doustne podanie tak sil-
nego roztworu etanolu powoduje uszkodzenie bfony §luzowej tego narzadu (17), dla-
tego obserwowane w tym do$wiadczeniu zmiany w poziomie TAS i aktywno$ci GPx
byly zapewne skutkiem uszkodzen blony §luzowej. Aktywno$¢ GPx jest uzalezniona
od réwnowagi mi¢dzy poziomem w formie zredukowane;j i utlenionej glutationu (25),
tak wiec enzym ten wspolnie z reduktaza glutationowa utrzymuje w réwnowadze
wewnatrzkomorkowy status oksydoredukeyjny (26). W doswiadczeniu Das i wsp.
(24) przeprowadzonym na 8.-10. tygodniowych myszach, ktérym podawano przez
4 lub 12 tygodni roztwor etanolu w dawce 1,6 g etanolu/kg masy ciata/dziennie,
stwierdzono istotne obnizenie poziomu TAS w osoczu po 4 i 12 tygodniach trwania
doswiadczenia w stosunku do grupy kontrolnej. Im dluzszy byl czas intoksykacji
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etanolem, tym poziom TAS byl nizszy. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic
w aktywnosci reduktazy glutationowej oraz innych enzymodw antyoksydacyjnych
(GPx, GST, SOD, katalazy) po 4 tygodniach doswiadczenia. Nalezy doda¢, ze po
12 tygodniach nastgpit znaczacy spadek aktywnos$ci GR oraz GPx i katalazy we krwi
zwierzat narazonych na etanol w stosunku zaréwno do grupy kontrolnej, jak i grupy
zwierzat, ktérym podawano alkohol etylowy przez krétszy okres czasu. Badacze ci
sugeruja, iz znaczace obnizenie aktywnosci GR po 12 tygodniowej ekspozycji na
etanol moze by¢ dominujgcg przyczyna uszczuplenia zasobdw glutationu wewnatrz
erytrocytow, co w konsekwencji powoduje intensyfikacje proceséw peroksydacji
lipidéw oraz niszczenia czerwonych krwinek (27). Z kolei obnizenie aktywnosci
GPx moze by¢ zwigzane z wyczerpaniem lub inaktywacjg tego enzymu przez RFT
(28) oraz zmniejszeniem aktywno$ci GR, co réwniez moze miec¢ zwigzek z zuboze-
niem zasobow glutationu i mogto by¢ przyczyng obserwowanego w doswiadczeniu
wiasnym spadku aktywnosci GR po 6 tygodniach. Glutation jest bowiem gléwnym
niebiatkowym sktadnikiem tioli, odgrywajacym kluczowa role¢ w obronie antyok-
sydacyjnej organizmu. Jest on zaangazowany w utrzymanie prawidlowej struktury
oraz funkcji komorek poprzez udziat w reakcjach enzymatycznych (26). Przewlekte
spozywanie etanolu powoduje zmniejszenie ilosci glutationu, zwlaszcza w mito-
chondriach, w ktérych poziom GSH utrzymuje si¢ na wysokim poziomie (29) oraz
uszczuplenie wewnatrzkomoérkowych zasobdw glutationu w watrobie i mdzgu (30).
Badania wykazaly, Ze ostra intoksykacja etanolem powoduje zmiany w endogen-
nej puli tioli, co jest zwigzane z indukcja bialek stresowych w réznych obszarach
watroby oraz moézgu (31).

Gasbarrini i wsp. (32) w swoim doswiadczeniu podawali szczurom Wistar
przez 6 tygodni diet¢ zawierajacg alkohol etylowy (w dawce 1,1 g/100 g). Badacze
zaobserwowali istotnie wyzszy poziom catkowitego potencjatu antyoksydacyjnego
W 0soczu zwierzat z grupy spozywajacej etanol w poréwnaniu z kontrolng. Podobne
wyniki otrzymano w badaniu przeprowadzonym na innej linii szczuréw - na mtlo-
dych samcach Warsaw High Preferring (WHP), u tych zwierzat wykazano znaczny
wzrost poziomu TAS w osoczu w grupie otrzymujacej 10% etanol przez 6 tygodni
w stosunku do grupy kontrolnej, a takze w grupie kontrolnej 2.tygodniowej istotnie
wyzszy poziom TAS w poréwnaniu do grupy 6. tygodniowej (23). Nalezy jednak
podkresli¢, ze w powyzszym do$wiadczeniu wykorzystano wyselekcjonowana linie
szczuréw o utrwalonej preferencji do zwiekszonego spozywania alkoholu (=5g
czystego etanolu/kg m.c/d) w warunkach wolnego wyboru pomiedzy 10% roztworem
alkoholu a woda (33). Efektem wypijania przez szczury WHP znacznych ilosci 10%
roztworu alkoholu sg objawy uzaleznienia fizycznego (34). Zatem zmiany w pozio-
mie catkowitego statusu antyoksydacyjnego, a co za tym idzie réwniez w aktyw-
nosci poszczegdlnych enzymow antyoksydacyjnych, mogg wynikac z réznic w zasto-
sowanych modelach badawczych. W niniejszym badaniu wykorzystano szczury
Wistar, ktdre nie sg genetycznie przystosowane do spozywania nadmiernych ilo$ci
alkoholu, jak ma to miejsce u szczuréw WHP bedacych odpowiednikiem modelu
alkoholizmu u ludzi, a zatem te zwierzeta beda w odmienny sposéb reagowalty na
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ekspozycje na etanol. Ponadto zmiany w poziomie TAS moga by¢ réwniez zwig-
zane z wiekiem zwierzat. Sivonova i wsp. (35) zaobserwowali, ze u szczuréw Wistar
wraz z wiekiem obniza sie¢ poziom calkowitego potencjalu antyoksydacyjnego
w osoczu. Rowniez badania przeprowadzone przez innych autoréw potwierdzajg
wplyw wieku na obnizenie catkowitego potencjalu antyoksydacyjnego u szczuréow
Wistar i Fischer 344 (36, 37). Jednakze podobne badania przeprowadzone na szczu-
rach Sprague-Dawley nie wykazaty zmian w poziomie TAS w osoczu w zaleznosci
od wieku zwierzat (38).

Wedtug Augustyniak i Skrzydlewskiej (39) zmiany w aktywnosci enzymoéw anty-
oksydacyjnych, m.in. reduktazy glutationowej, zwigzane z wiekiem zalezg od wielu
czynnikéw m.in. rasy, plci zwierzat, a takze narzadu i lokalizacji subkomoérkowej
danego enzymu. Obnizenie aktywnosci tych enzyméw wraz z wiekiem moze suge-
rowac, ze czasteczki enzymow ulegaja modyfikacjom spowodowanym przez RFT,
natomiast wzrost aktywnosci moze by¢ traktowany jako odpowiedZ adaptacyjna
komorki na nadmierng produkcje RFT. W badaniu wlasnym zaobserwowano istotny
spadek aktywnosci GR u zwierzat kontrolnych, nienarazonych na dzialanie etanolu
po 6. tygodniach doswiadczenia w stosunku do zwierzat bedacych w eksperymencie
jako kontrola przez 2 tygodnie. Zatem u szczuréw Wistar obserwuje si¢ réwniez
wplyw wieku na obnizenie aktywnosci tego enzymu w watrobie. Réwniez w bada-
niach prowadzonych z udzialem ludzi badacze obserwuja, ze wraz z wiekiem naste-
puje spadek aktywnosci GR (40). Badania nad aktywno$cia reduktazy glutationowej
w cytozolu watroby samcow Fischer 344 wykazaly natomiast, ze aktywnos¢ GR ulega
wraz z wiekiem najpierw podwyzszeniu, a nastgpnie obnizeniu (41).

W badaniu wlasnym po dwutygodniowym czasie ekspozycji na alkohol, a wigc
przy krotkotrwalym narazeniu organizmu na dzialanie etanolu, doszto do obnize-
nia aktywnosci reduktazy glutationowej, a by¢ moze zwigkszenia aktywnosci innych
enzymow jako odpowiedzi organizmu na wzrost produkeji RFT, co skutkuje utrzy-
maniem warto$ci TAS na tym samym poziomie. Natomiast dluzszy czas trwania
doswiadczenia spowodowal, ze aktywno$¢ GR byla nizsza zaréwno w grupie kon-
trolnej, jak i grupie spozywajacej etanol, ale réznice migdzy obiema grupami nie
byty istotne statystycznie. Natomiast w badaniu prowadzonym na mlodych samcach
linii WHP zaobserwowano, ze podawanie 10% roztworu etanolu przez 6 tygodni
istotnie obnizyto aktywno$¢ GR w erytrocytach w poréwnaniu z grupg kontrolng
(23). Obserwowany spadek aktywnosci GR moze by¢ wigc zwiazany z zaburzeniami
konwersji formy utlenionej glutationu (GSSG) w forme zredukowang (GSH) lub
modulacji stosunku GSH/GSSG.

W badaniach Kasdallah-Grissa i wsp. (42) spozywanie przez doroste szczury
Wistar 35% roztworu alkoholu etylowego przez 6 tygodni réwniez nie spowodowato
zmian aktywnosci GR w watrobie, jednakze stwierdzono znaczng redukcje aktyw-
nosci innych enzymoéw antyoksydacyjnych, w tym dysmutazy ponadtlenkowej (SOD),
peroksydazy glutationowej (GPx) oraz katalazy. Zatem u dorostych szczuréw nawet
podawanie mocniejszego roztworu etanolu nie wptyneto na aktywnos¢ reduktazy glu-
tationowej. Dahiru i Obidoa (27) zaobserwowali, ze podawanie szczurom Wistar diety
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zawierajacej az 40% roztwor etanolu przez 6 tygodni spowodowalo istotne obnizenie
aktywnosci enzymdw antyoksydacyjnych (GR, GPx, SOD i katalazy) w watrobie.
Obnizenie aktywnosci tych enzyméw w efekcie moze doprowadzi¢ do kumulacji
RFT i nasilenia szkodliwych skutkéw ich dziatalnosci, jak chociazby uposledzenia
funkgji oraz uszkodzenia integralnosci bton komoérkowych (43).

Inny efekt uzyskali autorzy badajacy wplyw stabego roztworu etanolu na aktyw-
nos¢ enzymow antyoksydacyjnych. Oh i wsp. (44) wykazali, ze po szesciotygodniowej
ekspozycji na 5% (w/v) etanol w watrobie dorostych szczuréw Sprague-Dawley doszio
do wzrostu aktywnosci GR, S-transferazy glutationowej i katalazy, przy jednocze-
snym spadku aktywno$ci GPx. Ich badania potwierdzaja réwniez zmiane stosunku
glutationu do jego formy zredukowanej, wskazujgc na znaczng przewage GSH. Ojeda
i wsp. (45) przeprowadzili badanie na mlodych szczurach Wistar, ktore byly narazone
na dzialanie etanolu w okresie ptodowym i w okresie laktacji. U potomstwa samic,
ktérym podawano 20% roztwor alkoholu etylowego, zaobserwowano wzrost aktyw-
nosci GR i katalazy oraz obnizeniem aktywnos$ci GPx. Moze to $wiadczy¢ o adaptacji
komorek do stresu oksydacyjnego w kierunku utrzymania prawidlowego poziomu
glutationu lub tez obnizenia ilosci NADPH, ktorego wzrost obserwuje si¢ przy intok-
sykacji etanolem. Potwierdza to badanie Augustyniak i wsp. (46), w ktérym wykazano
znaczne zmniejszenie u samcow szczepu Wistar poziomu GSH na skutek spozywania
diety zawierajacej etanol (stanowigcy 36% wartosci energetycznej diety). Ponadto
autorzy ci zaobserwowali istotny wzrost aktywnosci GR u dwumiesiecznych szczurdéw
spozywajacych przez 5 tygodni diete z etanolem w poréwnaniu z grupg kontrolna.
W tym przypadku zwigkszenie aktywnos$ci GR oraz GSH w watrobie moze §wiadczy¢
o przystosowaniu komdrek do stresu oksydacyjnego.

Calabrese i wsp. (47) w swoich badaniach wydluzyli ekspozycje na 20% roztwor
etanolu do 25 miesigcy i wykazali, ze w watrobach szczuréw Wistar doszto do spadku
poziomu glutationu, przy rdwnoczesnym wzroscie stezenia zredukowanej formy
GSH, ktora jest wytwarzana przy udziale peroksydazy glutationowej, co sugeruje, ze
poziom GPx znacznie wzrasta przy przewleklym spozywaniu alkoholu etylowego.

Zmiany w wybranych parametrach obrony antyoksydacyjnej w watrobie samcow
otrzymujgcych roztwor alkoholu etylowego moga by¢ nie tylko efektem spozywania
etanolu, ale réwniez konsekwencja zaburzen w gospodarce wodno-elektrolitowej
szczurdéw prowadzacej do nieprawidlowosci w funkcjonowaniu nerek. Ten aspekt,
cho¢ niewatpliwie bardzo istotny, w ponizszej pracy nie byl rozpatrywany.

W badaniach prowadzonych z udziatem ludzi, Maturu i wsp. (48) stwierdzili
istotnie wyzsza aktywno$¢ GR i SOD, a nizszy poziom glutationu we krwi alkoho-
likéw spozywajacych okoto 125 g etanolu/kg masy ciala pie¢ razy w tygodniu przez
10-12 lat, w poréwnaniu z grupa kontrolng. Ponadto zaobserwowano u nich wzrost
aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej, ktora katalizuje pierwszg reak-
cje szlaku pentozofosforanowego, w wyniku ktorego wytwarzane sg znaczne ilosci
NADPH - kofaktora niezbednego do prawidlowego funkcjonowania GR (49). Zatem
u 0s6b naduzywajacych alkoholu zwigkszona aktywnos¢ dehydrogenazy glukozo-
-6-fosforanowej moze poprzez wzrost poziomu NADPH zwigksza¢ aktywnos$¢ GR,

283



A. Kotota, M. Rawa, K. Dziendzikowska, M. Oczkowski, ]. Gromadzka-Ostrowska

a tym samym powodowac¢ takze wzrost poziomu GSH. Natomiast Das i Vasudevan
(50) zaobserwowali, Ze u pacjentow z alkoholowym stluszczeniem watroby, w poréw-
naniu z osobami zdrowymi, dochodzi do znaczacego spadku aktywnosci GR oraz
GPx, a takze do wzrostu aktywno$ci S-transferazy glutationowej. Obnizony poziom
GR we krwi 0s6b uzaleznionych od alkoholu stwierdzono takze w badaniach Kulkarni
i wsp. (51). Mozliwe, ze spadek aktywnos$ci GR byt w tym przypadku spowodowany
stluszczeniem watroby. Juz po kilkunastodniowym okresie spozywania duzych ilosci
alkoholu moze pojawic sie sttuszczenie watroby z nagromadzeniem kropelek tluszczu
w calym narzadzie. Jest to stan odwracalny jesli zostanie wprowadzona abstynencja
lub ograniczenie ilosci spozywanego alkoholu (52). Nadmierne spozywanie alkoholu
etylowego prowadzi réwniez do niedoboréw niacyny, co wedlug Pollak i wsp. (53)
moze potegowaé toksyczne dziatanie RFT. Deficyt niacyny moze prowadzi¢ réwniez
do zmniejszenia poziomu NADPH, a to z kolei moze przyczynia¢ si¢ do spadku
aktywnosci GR i tym samym poziomu GSH.

WNIOSKI

1. Przewlekle spozywanie alkoholu etylowego ogranicza przyrost masy ciata mtodych
samcow, co w konsekwencji przyczynia si¢ do wolniejszego wzrostu zwierzat.

2. Spozywanie roztworu alkoholu etylowego w krétkim okresie czasu (2 tygodnie)
obniza istotnie aktywno$¢ reduktazy glutationowej w watrobie szczurdw, co moze
$wiadczy¢ o zachwianiu mechanizméw watrobowej obrony antyoksydacyjnej
u rosnacych organizméw w sytuacji krotkotrwalego narazenia na ta substancje.

3. Obnizenie aktywnosci reduktazy glutationowej w grupie zwierzat nienarazonych
na dzialanie etanolu przez 6 tygodni w stosunku do grupy 2 tygodniowej moze
$wiadczy¢ o wplywie RFT na modyfikacje czgsteczek tego enzymu, co moze by¢
zwigzane z wiekiem zwierzat.
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